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摘要 : 目前 动物 克隆 技术 的 应 用 因 低 效 和 后 代 生 长 发 育 异 常 等 缺陷 而 受到 限制 。 问 题 的 根源 在 于 对 克隆 基 
础 的 分 子 机 理 缺 乏 了 解 。 为 更 好 地 了 解 该 领域 当前 的 进展 ， 我 们 研读 了 相关 的 文献 ， 包 括 核 移植 过 程 中 核 质 互 
作 、 核 重 编程 、 线 粒 体 命运 、 端 粒 变 化 以 及 X 染色 体 失 活 等 机 理 方面 的 著述 。 看 来 ， 生 物 芯片 等 新 兴 技 术 的 应 
用 将 有 助 于 问题 的 解决 。 
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Advances in the Mechanism of Animal Cloning 


YANG Cai-xia，CHEN Da-yuan 


(State Key Laboratory of Reproductive Biology, Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China) 


Abstract: Application of animal cloning is limited with especially low efficiency and birth defect cloned offspring. 
This is because molecular mechanism underlying animal cloning is not well known. For better understanding of current 
progress in this field, we gathered reports on molecular ways affecting the success of animal cloning, such as nuclear-cy- 
toplasm interaction, epigenetic reprogramming, mitochondrial fate, telomere changing and X chromosome inactivation, 
etc. It looks as if the application of some new techniques such as bio-CMOS chip would help resolving the problems. 
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随 着 许多 哺乳 动物 被 成 功 克隆 (多 种 动物 : 
Wilmut et al, 1997; 鼠 : Wakayama et al, 1998; 
牛 : Cibelli et al, 1998; 5&24f&: Wolf et al, 1999; 
T: Polejaeva et al，2000)， 克 隆 技术 在 动物 生产 、 
医学 研究 和 濒危 动物 保护 等 方面 的 应 用 价值 越 来 越 
明显 ; 虽然 动物 克隆 的 效率 还 很 低下 ， 而 且 许 多 克 
隆 动物 胎儿 过 度 生 长 ， 出 生前 死亡 ， 出 生 后 生长 异 
常 ， 或 出 现 某 些 难 于 解释 的 病理 反应 。 例 如 ， 一 些 
克隆 小 牛 出 生 后 发 生 肺 气 有 种 和 呼吸 衰竭 ， 或 在 4 月 
龄 时 因 注 射 疫苗 引起 发 热 ， 但 却 没 有 表现 出 遗传 缺 
陷 、 免 疫 低下 、 过 度 肥胖 等 异常 的 现象 (Lanza et 
al，2001)。 为 了 探寻 影响 动物 克隆 效率 的 原因 ，， 
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研究 者 们 从 克隆 技术 、 克 隆 物 种 ， 以 及 与 动物 生长 
发 育 有 关 的 基因 在 克隆 动物 中 的 表达 情况 等 多 个 角 
度 ， 对 核 质 互 作 、 核 重 编程 等 多 个 方面 进行 了 研 
究 。 这 些 研究 ， 又 推动 了 动物 发 育 学 、 遗 传 学 、 生 
理 生化 、 分 子 生物 学 等 相关 学 科 的 发 展 。 

生物 学 的 许多 问题 必须 通过 在 分 子 水 平 的 工作 
来 解决 。 在 供 体 核 移植 入 孵 母 细胞 或 卵 受 精 的 过 程 
中 ， 核 重 编程 如 何 决定 重 构 胚 发 育 最 终 命运 的 分 子 
机 制 的 研究 ， 引 起 了 研究 者 们 广泛 的 兴趣 。 可 是 迄 
今 为 止 ， 对 于 动物 克隆 分 子 机 制 的 了 解 仍 很 贫乏 。 
看 来 克隆 过 程 中 实际 发 生 的 生物 学 变化 ， 以 及 核 重 
编程 是 否 正确 等 应 是 今后 研究 的 重点 课题 。 
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1 细胞核、 细胞质 及 其 互 作 


1.1 RAIF 

Gurdon (1966) JRI ( Xenopus ) 的 体 细 胞 
核 稳 和信 卵 中 ， 首 次 研究 了 基因 活动 的 特定 变化 ， 包 
括 rRNA 基因 转录 调控 。 体 细胞 核 在 移植 前 转录 
rRNA 基因 ， 但 在 移 人 卵 后 ， 核 仁 消失 ，rRNA 基因 
也 失 活 。 然 而 随 着 胚胎 的 发 育 ，rRNA 基因 活性 恢 
复 ， 核 仁 重 现 。 这 表明 卵细胞 质 对 核 活 性 有 强大 的 
重 构 效应 。 

事实 上 ， 核 重 编程 同体 细胞 供 体 核 移入 卵 
CBE) 细胞 或 受精 卵 中 造成 的 蛋白 质 交 换 是 相 联 系 
的 。 许 多 细胞 质 因 子 ， 如 核 质 蛋白 、 组 蛋白 (去) 
乙酰 化 酶 、DNA 甲 基 化 /去 甲 基 化 酶 、 染 色 质 重 构 
复合 物 、 细 胞 周期 调控 蛋白 (CDK/cyclin), DNA 
复制 装置 、 组 蛋白 H4 和 HMG1 等 可 以 进入 核 内 ， 
再 加 上 核 内 转录 因子 ， 如 蜡染 色 质 蛋白 、 组 和 蛋白 
H1 等 输出 核 外 ， 引 起 染色 质 解 凝聚 (de-condensa- 
tion)， 核 小 体 不 稳定 化 ， 连 接 组 蛋白 交换 ， 以 及 调 
控 蛋 白 从 染色 质 上 脱离 (Kikyo & Wolffe，2000)。 
移植 后 ， 卵 细胞 质 中 的 大 量 蛋 白质 移入 细胞 核 ， 同 
核 增殖 和 体 细胞 核 中 异 染色 质 的 显著 减少 相伴 。 超 
过 75% 的 原 已 存在 的 蛋白 质 从 体 细胞 核 中 丢失 。 
这 样 ， 体 细胞 核 的 重新 编程 涉及 到 染色 质 成 分 的 大 
量 交 换 。 卵 细胞 生发 泡 中 有 大 量 核 成 分 ， 包 含 分 子 
{15 (molecular chaperone ) 如 核 质 蛋白 (nucleo- 
plasmin) N1AN2， 都 对 体 细胞 核 重 构 有 重要 作用 。 
这 些 分 子 伴侣 能 够 介 导 核心 组 蛋白 的 转移 ， 并 与 
DNA 结合 形成 核 小 体 。 受 精 后 ， 核 质 蛋白 也 介 导 
对 精子 特异 的 富 含 精 氮 酸 的 鱼 精 蛋 忽 从 精子 染色 质 
上 移 除 ， 并 有 助 于 组 蛋白 H2A 和 H2B 与 染色 质 的 
结合 。 核 质 和 蛋白 磷 酸化 出 现在 卵 母 细胞 成 熟 过 程 
中 ， 这 种 磷酸 化 形式 对 移 除 精子 色 精 蛋白 和 解 聚 精 
子 染 色 质 更 有 效 ， 有 助 于 父系 原核 形成 。 
1.2 线粒体 

将 不 同 哺乳 动物 的 体 细胞 核 移 人 牛 的 卵细胞 质 
中 ， 发 现 受 体 细 胞 质 支 持 胚 胎 发 育 ， 而 不 管 供 体 是 
何 物种 ， 以 及 它们 所 提供 的 成 纤维 细胞 染色 体 数 或 
年 龄 (Dominko et al，1999)。 这 表明 哺乳 动物 调控 
早期 胚胎 发 育 的 机 制 是 保守 的 。 

细胞 质 中 胞 质 因 子 移 人 核 内 ， 以 及 转录 因子 移 
出 核 外 ， 不 仅 影 响 了 核 内 染色 体 的 活动 ， 还 影响 了 
细胞 质 中 细胞 器 发 育 所 需 因子 的 表达 。 在 动物 克隆 


研究 中 ， 细 胞 质 中 线粒体 (包括 供 体 和 受 体 两 种 来 
UR) 的 变化 也 是 研究 者 关心 的 热点 问题 之 一 。 克 隆 
Dolly 采用 的 是 电 融 合 技 术 ， 即 完整 的 体 细胞 与 去 
核 的 卵 母 细胞 融合 的 方法 。 该 方法 至 今 仍 被 广泛 应 
用 ， 但 存在 一 个 大 的 缺点 ， 即 在 核 移 植 时 把 供 体 细 
胞 的 线粒体 也 带 入 受 体 细胞 内 。 由 于 线粒体 也 含有 
遗传 物质 DNA， 这 些 供 体 细胞 的 线粒体 在 卵细胞 
线粒体 的 存在 下 ， 命 运 会 怎样 变化 呢 ? 如 果 供 体 细 
胞 和 受 体 细胞 的 线粒体 都 被 复制 ， 将 导致 线粒体 的 
异 质 性 (mitochondrial heteroplasmy) (Guo & Jin, 
2001)。 知 其 中 一 种 来 源 的 线粒体 被 选择 性 地 复制 ， 
面 另外 一 种 被 选择 性 地 破坏 ， 则 存在 另外 两 种 可 
RE: 供 体 来 源 的 线粒体 逐渐 消失 ， 仅 受 体 的 线粒体 
存在 ; 或 受 体 来 源 的 线粒体 逐渐 消失 ， 最 后 只 有 供 
体 的 线粒体 存在 。 

在 同 种 克隆 中 ，Steinborn et al (2000) 分 析 了 
分 别 利用 原 代 胚胎 成 纤维 细胞 、 成 年 牛 成 纤维 细胞 
或 成 年 牛乳 腺 上 皮 细 胞 克隆 的 10 头 牛 的 线粒体 
DNA， 发 现 7 头 牛 有 来 源 于 供 体 细 胞 的 线粒体 ， 所 
占 比 例 在 49 ~ 4% ， 而 且 这 种 比例 在 不 同 的 组 织 
中 ， 在 整个 胚胎 发 育 过程 中 直至 妊娠 期 满 都 非常 稳 
定 ; 在 另外 3 头 牛 中 ， 供 体 的 线粒体 很 少 甚至 没 
有 。 体 内 有 两 种 不 同 来 源 线粒体 共存 的 克隆 牛 也 能 
存活 和 正常 发 育 。 而 Evans et al (1999) 检测 了 包 
括 Dolly 在 内 的 10 只 克隆 绵羊 的 线粒体 DNA ， 却 未 
找到 来 源 于 供 体 细胞 的 线粒体 DNA， 结 果 是 10 只 
绵羊 细胞 的 线粒体 DNA. 都 来 源 于 受 体 卵 母 细胞 。 
他 们 认为 这 种 现象 是 受 体 卵 母 细胞 主动 破坏 供 体 细 
胞 线粒体 的 一 种 机 制造 成 的 ， 这 种 机 制 类 似 于 正常 
受精 过 程 中 精子 来 源 的 线粒体 被 破坏 的 机 制 。 至 于 
为 什么 在 克隆 牛 和 克隆 绵羊 间 线 粒 体 存在 状态 不 一 
致 ， 其 原因 之 一 可 能 与 品种 间 差 异 有 关 。 在 异种 克 
隆 产生 的 胚胎 中 ， 研 究 者 对 其 线粒体 存在 状态 的 报 
道 也 不 一 致 。Lanza et al (2000a, b) 分 析 了 野牛 
-家 牛 异 种 核 移植 得 到 的 野牛 胎儿 的 线粒体 来 源 ， 
结果 发 现 均 来 自爱 体 CAU) 的 卵 母 细胞 。Loi et 
al (2001) 对 异种 克隆 盘 羊 的 线粒体 进行 分 析 的 结 
果 表 明 ， 线 粒 体 完全 来 源 于 受 体 的 卵 母 细 胞 。 而 我 
们 实验 室 检测 了 大 熊猫 - 免 重 构 胚 及 其 在 家 猫 子 宫 
中 着 床 后 的 胎儿 线粒体 ， 发 现 着 床 前 胚胎 中 供 体 和 
受 体 来 源 的 线粒体 共存 ; 植 人 后 大 熊猫 的 线粒体 占 
据 主 导 地 位 (Chen，2000; Chen et al, 2002), 
1.3 ”细胞 核 


http://www.cqvip.com 



































1 期 杨 彩 侠 等 : 动物 克隆 机 理 研究 进展 75 





1.3.1 核 重 编程 ” 核 重 编程 的 过 程 就 是 使 在 体 细 
胞 中 被 关闭 、 而 在 正常 胚胎 发 育 中 表达 的 基因 重新 
被 激活 的 过 程 。Rideout et al (2001) 认为 重 编程 有 
三 种 可 能 的 结果 : 供 核 基因 组 完全 没有 进行 重 编 
程 ， 重 构 胚 很 快 死 亡 ; 部 分 重 编程 ， 重 构 胚 在 不 同 
发 育 阶段 死亡 ; 完全 重 编程 ,产生 正常 的 克隆 动 
物 。 由 此 可 见 ， 完 全 的 重 编程 是 成 功 产 生 克 隆 动 物 
的 先决 条 件 。 

用 分 化 体 细胞 进行 动物 克隆 充分 证 明 ， 细 胞 去 
分 化 是 可 行 的 。 去 分 化 过 程 伴随 着 基因 组 水 平 的 后 
生 重 编程 (epigenetic reprogramming) ， 包 括 与 染色 
质 相关 的 其 他 蛋白 (如 连接 组 蛋白 、 转 录 因 子 ) 的 
重 构 、 基 因 组 甲 基 化 变化 、 组 蛋白 组 装 及 核 小 体形 
成 等 不 同形 式 。 在 该 过 程 中 出 现任 何 差错 都 会 导致 
克隆 胚胎 或 动物 的 不 同 畸 形 发 育 。 染 色 质 解 聚 是 一 
个 耗 能 的 过 程 ， 这 个 过 程 不 仅 对 核 重 编程 可 能 是 必 
须 的 ， 同 时 还 可 能 涉及 到 正常 驱动 有 丝 分 裂 染 色 体 
凝聚 的 引擎 装置 ， 如 与 染色 体 稳定 和 维持 (stability 
and maintenance of chromosome, SMC) 相关 的 ATP 
酶 或 DNA 聚合 酶 ， 或 一 些 染 色 质 重 构 特 异性 
SWI2/SNF2 超 家 族 成 分 。 体 细胞 克隆 需要 染色 体 结 
构 的 显著 性 重 构 。 许 多 蛋白质 从 供 体 核 中 委 失 ， 其 
他 一 些 蛋 白质 由 卵细胞 质 中 进入 供 体 核 中 。 在 体外 
重建 这 种 交换 的 过 程 中 ,染色 质 重 构 核 小 体 ATP 
酶 (SWI) 是 关键 分 子 ， 它 解除 TATA 框 结合 蛋白 
(TBP) 与 核 基 质 的 联系 状态 ， 而 这 种 联系 状态 的 
去 除 意味 着 和 蛋白质 将 从 重 构 胚 的 核 中 释放 出 来 
(Kikyo et al，2001)。 

核 重 编程 涉及 到 基因 组 DNA 甲 基 / 去 甲 基 化 和 
组 蛋白 乙酰 化 (Ferguson-Smith & Surani, 2001 ) 。 
DNA 甲 基 化 是 基因 组 后 生 遗 传 修 饰 和 基因 组 功能 
调节 的 主要 手段 。 哺 乳 动 物 通过 基因 组 甲 基 化 来 改 
变 DNA 与 蛋白 质 闻 的 作用 ,提供 非 编码 序列 CER 
括 内 含 子 、 重 复 序 列 ， 以 及 一 些 蕴 藏 着 的 活性 转 座 
成 分 ) 和 发 育 相 关 基 因 沉 默 的 可 遗传 机 制 。 核 重 编 
程 需要 打破 这 种 基因 沉默 的 状态 ， 恢 复 基 因 活 性 ， 
而 且 必 须 在 一 个 特定 的 短暂 的 时 期 ， 即 供 体 核 移 人 
后 到 重 构 胚 基因 转录 前 在 受 体 卵细胞 质 内 完成 。 这 
显然 与 正常 两 性 配子 在 受精 前 各 自发 生 后 生 重 编程 
不 同 。 在 正常 受精 或 体 细胞 核 移植 的 猪 移 植 前 胚胎 
中 ， 基 因 组 甲 基 化 /去 甲 基 化 状态 与 着 丝 粒 部 位 的 
基因 组 微 卫 星 和 PRE-1 短 散 布 重复 序列 (SINE) 
有 关 。 在 供 体 基因 组 的 这 些 重复 序列 中 可 鉴定 到 典 


型 的 去 甲 基 化 过 程 ， 这 与 在 受精 卵 中 检测 到 的 情形 
相似 ， 但 与 早期 观察 到 的 克隆 牛 胚胎 中 的 表现 有 所 
不 同 ， 牛 供 体 基因 组 重复 序列 区 表现 出 异常 的 甲 基 
化 模式 。 这 表明 供 体 基 因 组 的 后 生 遗 传 状态 具 种 间 
特异 性 (Kang et al, 2001). 
1.3.2 X 染色 体 失 活 “ 在 哺乳 动物 和 果 蝇 中 ，X 
染色 体 剂 量 补偿 机 制 在 进化 意义 上 是 不 相关 的 ， 但 
在 调控 策略 上 却 惊人 地 相似 ， 其 中 包括 非 编码 
RNA 和 染色 质 修饰 的 获得 性 遗传 扩展 。X 染色 体 剂 
量 补偿 机 制 的 获得 性 遗传 表明 ， 可 能 存在 一 种 调节 
整 条 染色 体 的 快速 进化 的 机 制 。 这 种 变化 可 以 通过 
选择 性 定位 染色 质 重 构 装置 的 位 置 进行 研究 ， 该 装 
置 可 从 原始 进入 位 点 按 顺 式 长 距离 移动 (Park & 
Kuroda, 2001). 

在 哺乳 动物 中 最 初 报道 ，X 染色 体 失 活 由 X 染 
色 体 失 活 特定 转录 物 基 因 Xist (inactive X-specific 
transcript). 和 它 的 反 义 基 因 Tsis 共同 顺 式 调控 ， 两 
者 都 作用 于 X 染色 体 上 的 选择 /印迹 中 心 。 其 中 
Xist 转录 出 不 翻译 的 RNA， 同 X 染色 体 上 的 相应 
DNA 序列 互补 ， 对 X 染色 体 失 活 的 起 始 是 必须 的 。 
若 将 Xist 基因 和 转 入 常 染色 体 ， 能 使 DNA 甲 基 化 ， 
组 蛋白 高 乙酰 化 ,复制 延迟 另 一 种 组 蛋白 
(macroH2A ) 聚集 ， 并 可 使 远 距 离 连 锁 基 因 失 活 ， 
这 些 都 是 内 源 性 失 活 X 染色 体 的 特点 。7Tsix 则 负责 
选择 性 地 将 一 条 X 染色 体 的 选择 /印迹 中 心 融 除 ， 
使 该 X 染色 体 失 活 。 而 果 蝇 的 roX1 和 roX2 基因 对 
X 染色 体 的 失 活 有 着 类 似 的 作用 。 

最 近 ，Science 周刊 报道 了 X 染色 体 失 活 研究 
的 最 新 进展 (Chao et al，2002)。 转 录 因 子 CTCF 
可 以 作为 一 个 反 式 作用 的 候选 因子 ， 对 X 染色 体 的 
选择 性 失 活 起 人 作用。 选择/ 印迹 中 心包 含有 串联 的 
CTCF 结合 位 点 ， 在 增强 子 阻 断 中 可 以 发 挥 功能 。 
Tsix 基因 和 CTCF 共同 组 成 了 X. 染色 体 失 活 调控 的 
获得 性 转换 装置 。 

Eggan et al (2000) 监控 克隆 鼠 胚 胎 中 的 X 染 
色 体 失 活 ， 进 而 研究 克隆 过 程 是 否 重 设 肉 性 体 细 胞 
核 中 的 两 条 X 染色 体 的 获得 性 遗传 差异 状态 。 两 条 
X 染色 体 在 克隆 胚胎 分 裂 时 都 有 活性 ， 随 后 在 有 些 
胚胎 中 发 生 一 条 X 染色 体 的 随机 失 活 。 在 滋养 层 外 
皮 细 胞 ，X 染色 体 失 活 是 非 随 机 性 的 ， 供 体 体 细 胞 
的 X 染色 体 被 特定 性 选择 失 活 。 但 在 用 具有 两 条 处 
于 活性 状态 的 X 染色 体 的 肉 性 胚胎 于 细胞 作为 供 体 
时 ， 则 发 生 了 滋养 层 外 皮 细 胞 和 胚胎 的 随机 性 X 染 
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色 体 失 活 。 这 些 结果 表明 ， 在 克隆 过 程 中 ， 获 得 性 
标记 能 够 被 移 除 ， 并 且 可 以 在 任意 一 条 X 染色 体 上 
重新 建立 。 在 配子 发 生 过 程 中 ， 负 责 正 常 印 迹 性 滋 
养 层 外 皮 细 胞 中 的 X 染色 体 失 活 的 获得 性 遗传 标 
记 ， 同 体 细胞 X 染色 体 失 活 过 程 中 加 于 失 活 XR 
色 体 上 的 获得 性 遗传 标记 在 功能 上 是 一 致 的 。 最 
终 ， 由 含有 两 条 无 获得 性 遗传 标记 的 活性 X 染色 体 
的 胚胎 干细胞 获得 的 克隆 ， 在 滋养 外 皮 细 胞 层 和 上 
皮 细 胞 系 中 表现 出 随机 X 染色 体 失 活 。 同 时 ， 随 机 
X 染色 体 失 活 而 不 是 印迹 的 X 染色 体 失 活 ， 出 现在 
没有 获得 性 遗传 修饰 的 体 细胞 或 配子 中 。 
1.3.3. 端 粒 ”在 细胞 分 化 过 程 中 ， 核 重 编程 须 去 
除 染 色 质 上 的 获得 性 修饰 。 对 牛 体 细 胞 核 移 植 获 得 
的 克隆 胚胎 、 胎 儿 和 新 生 幼 畜 的 端 粒 酶 活性 和 端 粒 
长 度 的 研究 表明 ， 与 胚胎 干细胞 样 细胞 相 比 ， 端 粒 
酶 活性 在 成 纤维 供 体 细胞 中 显著 降低 ， 而 胎儿 成 纤 
维 细 胞 则 比 成 年 动物 的 要 高 16 倍 。 用 血清 饥饿 法 
进行 细胞 培养 和 传代 ， 与 不 经 处 理 的 早期 传代 细胞 
相 比 ， 端 粒 酶 活性 降低 30% ~ 50%。 体 外 培养 牛 
胎儿 成 纤维 细胞 和 胚胎 干细胞 样 细 胞 晚期 传代 中 发 
现 了 端 粒 缩短 。 克 隆 后 胚胎 发 育 到 赛 胚 期 端 粒 酶 活 
性 的 重 编程 十 分 明显 ， 导 致 克隆 胎儿 和 新 生 幼 畜 的 
端 粒 延长 15 ~ 23 kb， 而 在 成 年 供 体 细胞 中 则 相对 
较 短 。 可 见 ， 克 隆 胚胎 可 以 遗传 供 体 核 在 体内 外 过 
程 中 所 获 的 基因 组 修饰 ， 但 是 随后 在 克隆 动物 发 育 
过 程 中 发 生 闭 转 (Bets et al, 2001). 

衰老 细胞 核 移 植 也 可 延长 寿命 。 一 个 反映 细胞 
寿命 的 基因 一 一 早期 群体 扩 增 水 平 互补 DNA-1 
(EPC-1) ， 在 克隆 动物 细胞 中 的 表达 比 相 应 对 照 组 
细胞 要 高 3.5 到 5 倍 。Southem 杂交 和 流 式 细胞 仪 
分 析 表 明 ， 端 粒 在 这 些 新 生 克 隆 动 物 中 也 得 到 了 延 
长 (Lanza et al, 2000a, b). 
1.3.4. 供 体 核 同 质 性 或 异 质 性 ”用 具有 近 交 或 FI 
代 遗 传 背 景 的 胚胎 干细胞 来 核 移植 克隆 鼠 ， 检 测 供 
体 细 胞 核 异 质 性 是 否 为 决定 克隆 动物 存活 时 间 长 短 
的 因素 ; 再 用 单 ES 细胞 所 获 的 赛 胚 ， 或 仅 用 四 倍 
体 守 是 中 的 内 质 层 细 胞 来 克隆 鼠 ， 比 较 是 技术 原因 
还 是 ES 细胞 系 特性 造成 结果 不 同 。 所 用 的 5 个 Fi 
{È ES 细胞 系 克隆 的 大 多 数 动物 活 到 成 年 ， 胚 胎 和 
新 生 儿 体重 也 正常 相反， 与 其 他 近 交 克隆 一 样 ， 
用 近 交 ES 细胞 系 克隆 的 鼠 则 因 呼 吸 衰竭 ， 出 生 后 
中 死亡 ， 疆 胎 和 新 生 儿 体重 也 表现 异常 。 可 见 ， 遗 
传 异 质 性 是 鼠 出 生成 活 率 高 低 的 决定 性 因素 ， 不 管 


该 克隆 鼠 是 用 ES 细胞 还 是 用 四 倍 体 胚 胎 获 得 。 另 
外 , M F, {È ES 细胞 的 四 倍 体 胚 胎 可 以 简单 有 效 地 
获得 遗传 完全 一 致 的 克隆 动物 ， 而 不 需要 节 合 体 中 
间 物 的 参与 (Eggan et al, 2000). 


2 细胞 周期 


2.1 受 体 胞 质 中 MPF 的 水 平 

供 体 核 与 受 体 细胞 质 的 同步 化 对 核 移 植 成 功 是 
十 分 关键 的 。 许 多 细胞 局 期 激酶 负责 核 膜 破裂 和 早 
ARERR, ， 如 成 熟 / 有 丝 分 裂 / 减 数 分 裂 促 进 因 
子 ( maturation/mitosis/meiosis promoting factor, 
MPF) 由 周期 素 B (cyclin) 和 p342 RKE 
合 物 。 作 为 一 个 蛋白 激酶 ，MPF 的 活性 受 自身 磷酸 
化 /去 磷酸 化 的 状态 所 调控 ， 其 含量 水 平 在 细胞 于 
期 和 成 熟 的 不 同 阶段 也 会 发 生变 化 。 在 所 有 动物 
H, MPF 水 平 在 G2 期 过 渡 到 M 期 时 升 高 ， 而 在 后 
期 和 末期 降低 ， 然 后 又 在 第 二 次 减 数 分 裂 中 期 增 
高 。 在 受精 或 卵细胞 激活 时 ，MPF 活性 急剧 下 降 ， 
导致 细胞 减 数 分 裂 : 出 现 了 核 膜 重建 、 染 色 体 解 凝 
聚 和 细胞 骨架 结构 重 整 等 现象 ， 于 是 细胞 形态 便 发 
生 了 变化 。 因 而 欲 使 核 移植 后 细胞 正常 活动 ,必须 
降低 MPF 水 平 。 否 则 ,染色 体 损 坏 或 异 倍 体 化 率 将 
会 很 高 (Campbell et al,1996;Campbell, 1999) , 

通过 把 处 于 G0/G1 或 M 期 的 供 体 细胞 移植 人 
去 核 的 MI 期 卵子 中 ， 已 经 产生 了 多 种 克隆 动物 。 
以 ME 期 卵 作为 受 体 ， 主 要 是 因为 其 MPF 的 水 平 
较 高 ， 可 引起 移 人 核 的 核 膜 破裂 (nuclear envelope 
breakdown, NEBD) 和 早熟 染色 体 凝 集 (premature 
chromosome condensation，PCC)， 从 而 保证 供 体 核 
DNA 的 正确 复制 和 重 编程 。 协 调 供 体 细胞 与 受 体 
胞 质 的 细胞 周期 对 维持 重 构 肛 胎 的 正确 染色 体 售 数 
和 阻止 DNA 损伤 是 必要 的 。 不 同 供 体 与 受 体 细胞 
周期 阶段 的 组 合 能 够 阻止 DNA 损坏 和 不 协调 复制 ， 
导致 假 原核 的 形成 。 使 用 M 期 卵细胞 被 认为 能 促 
进 供 体 遗 传 物质 的 重 编程 ， 究 其 原因 是 因 核 膜 破 
裂 ， 早 期 染色 体 上 凝聚 的 出 现 ， 将 供 体 染 色 质 暴露 在 
与 早期 发 育 有 关 的 受 体 细胞 质 因子 之 中 (Polejaeva 
et al，2000)。 Miyoshi et al (2001) 比较 了 体 细 胞 
分 别 移 人 去 核 的 MI 和 MI 期 卵 后 形成 的 重 构 猪 是 
胎 在 体外 的 发 育 能 力 ， 结 果 表 明 MI 期 卵 同 样 可 以 
作为 核 移植 的 受 体 ， 这 可 能 与 MI 期 是 卵 成 熟 过 程 
中 又 一 MPF 高 峰 期 有 关 。 
2.2. 供 体 核 细胞 周期 
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除了 MPF 水 平 外 ， 供 体 核 所 处 细胞 周期 的 阶 
段 亦 可 能 影响 克隆 的 结果 ， 因 此 也 受到 广泛 地 关 
注 。 细 胞 核 周 期 同步 化 技术 ， 如 血清 饥饿 法 使 供 体 
细胞 处 于 静止 或 GO 期 ， 才 促成 了 体 细胞 克隆 羊 的 
RH (Wilmut et al，1997)。 不 过 ， 牛 胎儿 非 静 止 
期 成 纤维 细胞 被 成 功 的 使 用 表明 ， 让 细胞 处 于 静止 
期 并 不 是 必须 的 (Cibelli et al，1998)。 处 于 G0/G1 
期 的 卵 丘 细 胞 也 被 成 功用 于 克隆 鼠 研 究 中 
(Wakayama et al，1998)。 我 们 实验 室 也 做 了 关于 
"GO 期 假定 ”是 否 成 立 的 一 些 验证 工作 。Liu et al 
(1999a, b) 用 牛 耳 成 纤维 细胞 经 非 休眠 处 理 用 于 
核 移 植 表明 ， 融 合 后 重组 卵 至 少 能 进行 早期 发 育 。 
另外 ，Li et al. (2001) 将 非 休 眠 的 大 熊猫 体 细胞 经 
连续 核 移 植 证 明 ， 未 经 休眠 的 体 细 胞 核 也 能 支持 异 
Tb PJRERS HEAT. 


3 fA ET ENE Ek 


与 动物 生长 发 育 相 关 最 典型 的 就 是 同 源 框 
(homeobox) 基因 徐 , 它 成 梯度 地 按 横 轴 、 纵 轴 表 
达 ， 形 成 时 空 顺序 ， 对 动物 受精 卵 和 上 胚胎 发 育成 正 
常 个 体 具 有 重要 作用 。 在 哺乳 动物 中 还 存在 另外 一 
些 与 发 育 相 关 的 重要 基因 和 基因 簇 ， 如 Oct4、 成 纤 
维 细胞 生长 因子 (fibroblast growth factor, FGF), 
白介素 (interleukin, IL) 和 哺乳 动物 检验 点 基因 
(mammalian checkpoint gene) Chk1 等 (Boiani et al, 
2002; Pesce & Scholer, 2001; Daniels et al, 2001; 
Elledge et al, 2001). 

研究 发 育 相 关 基 因 或 基因 簇 与 克隆 动物 生长 发 
育 的 关系 ， 可 以 使 我 们 对 影响 动物 克隆 效率 的 因素 
有 所 了 解 。 为 了 将 克隆 动物 成 活 率 或 胎儿 过 度 生长 
同 基因 表达 联系 起 来 ，Humpherys et al (2001) 研 
究 了 经 核 移 植 或 经 胚胎 干细胞 克隆 所 获得 的 鼠 的 印 
迹 基 因 (imprinted gene) 表达 情况 ,发现 ES 细胞 
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4 结 i8 


动物 克隆 是 动物 基因 组 整体 规模 上 的 一 项 工 
程 ， 须要 了 解 并 掌握 影响 克隆 效率 、 发 育 异常 等 的 
分 子 机 制 。 随 着 人 类 基因 组 与 动物 基因 组 计划 的 实 
施 与 完成 ， 把 生物 芯片 (Aronow et al, 2001), Z 
维 凝 胶 电 泳 和 质谱 技术 等 一 些 新 兴 的 研究 方法 应 用 
困扰 的 克隆 效率 等 一 系列 问题 有 望 得 到 解决 。 
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